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(57) Abstract 

The present invention relates to an expression system which has been developed for the production and secretion of human growth 
hormone (HGH) in its natural and biologically active form, wherein is used as host organism a methylotrc^hic yeast such as Pichia pastoris. 
The methylotrophic yeast has been transformed with at least a copy of a functional sequence of cDNA which codes for HGH which is 
functionally associated with a second DNA sequence which codes for die pre-pro sequence of die alpha factor of 5. cerevisiae (including 
the proteolytic processing site: lys-arg), and wherein both DNA sequences are regulated by a promotor of a gene of a methylotrophic yeast, 
said gene being inducible with methanol. Methylotrophic yeasts containing In their genome at least one copy of said DNA sequence can 
efficiently produce and secrete mature HGH. appropriately processed and biologically active to the culture medium. 



(57) Rcsumen 



En la prcsente invencidn se ha desarrollado un sistema de expresidn adecuado para la produccfon y sccreciOn de hormona de 
crecimiento humano (HGH) en su forma natural y biol6gicamente activa, en el cual se emplea como organismo hospedero una levadura 
medlotr6fica, tal como Pichia pastoris. En donde la presente invenci6n comprende una levadura metilotrdfica transformada con al menos 
una copia de una secuencia funcional del ADNc que codifica para HGH, la cual est^ funclonamente associada con una segunda secuencia 
de ADN que codifica para la secuencia pre-pro del factor alfa de S. cerevisiae (incluyendo el sitio de procesamiento proteolftico: lys-arg), 
y en donde ambas secuencias de ADN se encuentran bajo la regulaci6n de un promotor de un gen de una levadura metilotr6fica, el cual 
es inducible con metanol. Levaduras metilotrdficas conteniendo en su genoma al menos una copia de esta secuencia de ADN producen y 
secretan de forma eficiente HGH madura, correctamente procesada y biol6gicamente activa hacia el medio de cultivo. 
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LEVADURA METILOTROFICA MODIFICADA DE P. PASTORIS DE SECRECION DE HORMONA DE CRECIMIENTO 
HUMANO 

5 CAMPO TECNICO DE LA INVENCION. 

La presents invencidn se relaciona con el drea biofarmaceutica, particulamiente con la 
produccion de la hormona del crecimiento humano (HGH por sus siglas en ingles) que se ha 
usado exitosamente en el tratamiento de diversos problemas de salud. Mas espectficamente 
se relaciona con el uso de tecnologia del ADN recombinante para la produccion de hormonas 
10 recombinantes del crecimiento humano (HGHr) en levaduras metilotroficas transformadas con 
la secuencia del ADNc de HGH madura y la secuencia pre-pro del factor alfa de S. cerevisiae, 
y que bajo la regulacion de una region promotora inducible con metanol de un gene de 
levadura metilotrdftca y cultivada bajo ciertas condiciones, permiten ia expresion y secrecidn 
de HGHr hacia el medio de cultivo. La invencion tambien se relaciona con dichas levaduras 
15 metilotroficas. los fragmentos de DMA y los vectores usados en dicha transformacion. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION. 
Los problemas en los que actualmente se utilize HGH como parte de la terapia son: 
tratamiento del enanismo hipofisiario (causado por mal funcionamiento de la hipofisis); 
remocion de acidos grasos y por ende en el tratamiento de la obesidad; mejora de la 
^ 20 vascularizacion; promoclon de la ganancia de masa muscular en ancianos; en el tratamiento de 
ulceras y fractures oseas, y en la aceleracion de la regeneracion de tejidos danados. 

La hormona del crecimiento humano (HGH) o somatrotropina es un polipeptido globular 
de 191 aminoacidos sin residues de azOcares, con un peso molecular aproximado de 22kDa. 
Tomando en cuenta el modelo tridimensional de la hormona del crecimiento porclno, se 
25 considera que la HGH esta constituida por 4 helices alfa antiparaielas. La molecule presenta 
dos enlaces disulfuro que conectan la h^lice 4 con el extreme carboxilo temninal de la proteina 
y la helice 1 con la 4 (Devos et al. 1992). 

La produccion de HGHzaq en la hipofisis es episodica y esta regida por la accion de dos 
hormonas hipotalamicas, el factor liberador de la hormona del crecimiento y la somatostatina. 
30 Mientras que el primero estimula su sintesis, la segunda inhibe su liberacion. La hormona 
actua directamente sobre las c^lulas del tejido bianco, o a traves de intermediaries de tipo 
hormonal, llamados somatomedinas (Daughaday, 1985), los efectos catabolicos de la HGH 
incluyen: incremento de la lipolisis, oxidacion de los acidos grasos y transporte disminuido de 
glucose, con la consecuente elevaci6n de la concentracion de glucosa en sangre (Daughaday, 
35 1985). Los efectos anabolicos incluyen: incremento en el transporte de aminoacidos con 
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disminucidn de su catabolismo y estimulacion de la sintesis de ADN, ARN y proteinas a nivel 
hep^tico (Campbell, 1988). En termino generales, se considera que el efecto neto de HGH y 
de las somatomedinas es anab6lico (Welsh, 1985). Entre las funciones importantes de la HGH 
se encuentra su participacidn en el crecimiento post-natal. 
5 La importancia de la HGH y su apiicacion en el area biofarmaceutica se refleja en los 

usos que ha tenido, ha sido utilizada de fonna exitosa en el tratamiento del enanismo 
hipofisiario, remueve dcidos grasos y por ello es empleada en el tratamiento de obesidad, 
mejora la vascularizaclon y promueve la ganancia de masa muscular en andanos; es usada en 
el tratamiento de ulceras y fracturas 6seas y acelera la regeneracion de tejidos danados 
10 (Watson. 1991). 

La HGH recomblnante fue sintetizada por primera vez en Escherichia coli (E. coli) (2.4 
mg/L de medio cultivo) por Goeddel y colaboradores en 1979 bajo el control del promoter lac 
(Goeddel et al, 1979). La secrecion at periplasma de la bacteria fue lograda por Gray y cols en 
1985, cuya estrategia consistio en utilizar el ADNc de HGH en fusion con la region que codifica 

15 para el peptido senal del gen de la fosfatasa alcalina de £. coli, logrando producir 0.28 mg/L 
de la hormona, de los cuales el 82% se dirigio hacia el espacio periplasmico (Gray, et al, 1985). 
Becker y Hsiung en 1986 alcanzaron una concentracion de 15 mg/L de HGH en el espacio 
periplasmico gracias al peptido senal de la proteina de la membrane externa (OMP) de E. coli, 
Chang y cols en 1987, al fusionar el ADNc de HGH a la region que codifica para el peptido 

20 senal de la enterotoxina II de E coli, utilizando el promoter der la fosfatasa alcalina de esta 
misma bacteria, produjeron 15.4mg/L de HGH, de los cuales el 90% se exporto al periplasma. 
Kato y cols, en 1987 reportaron la sintesis de HGH y su secrecion al medio de cultivo, 
mediante el uso de un pl^smido hfbrido kill-HGH. El gen kill expresa una proteina que 
permeabilizaba la membrane externa. La concentracibn de HGH que se alcanzo fue de 20.5 

25 mg/L de los cuales 11.2mg/L se secretaron al medio y 8.6mg/L permanecieron en el 
periplasma. Hsiung y cols, en 1989 usaron la proteina liberadora de bacteriocina para permitir 
que la HGH recomblnante. la cual habia sido secretada al periplasma gracias a la presencia 
del peptido serial de OMP, fuera secretada al medio de cultivo con una concentracion de hasta 
69.6 mg/L. Ademas de en E coli, la HGH recomblnante ha sido producida tambien en B. 

30 subtilis, S, cerevisiae y celulas de mamiferos, sin embargo la sintesis de HGH recomblnante en 
estas ultimas ha resultados con rendimientos muy bajos (del orden de ^g/L) (Ortiz-Lopez. 
1992; y Pavlakis et al, 1991). 

Las levaduras pueden ofrecer ventajas sobre las bacterids en la produccion de 
proteinas heterologas, ya que a pesar de ser organismos unicelulares de facil manipulacion y 

35 crecimiento rdpido, su organizacion celular es eucariotica, permitiendo la realizacion de 
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procesos de expresi6n y maduracion caracteristicos de celuias animales y vegetales. Ademas, 
pueden secretar las protetnas recombinantes ai medio de cultivo, siendo los niveles del 
producto recombinante mds altos en este ultimo que en el citoplasma. Aun mas. los productos 
secretados son obtenidos con alto grado de pureza (pues pocas proteinas endogenas son 

5 secretadas) y por consiguiente las etapas de purificacion se reducen. Finalmente, ofrecen un 
ambiente apto para el plegamiento adecuado de proteinas sobre todo de aquellas que 
contienen enlaces de disulfuro. 

Pichia pastoris es una levadura capaz de metabolizar metanol como unica fuente de 
carbono y energia (metilotrofica) y es empleada actualmente para la produccion de proteinas 

10 recombinantes, debido a que como sistema de produccion es mas sencillo, barato y rendidor 
que otros sistemas de eucariotes superiores. AI ser una levadura comparte las ventajas de facil 
manipulacion genetica y bioquimica con S. cerevisiae pero supera a 6sta en los niveles de 
produccibn de proteinas heterologas (10 a 100 veces mayores) (Cregg et al, 1993; y Romanes. 
1995). Ademas se han desan-ollado sistemas de expresion en P. pastoris que superan los 

15 probtemas asociados con S. cerevisiae, tales como aumentar el numero de copias y la 
estabilidad del mismo al memento del escalamiento. Este sistema se caracteriza por el empleo 
de un promoter que conduce la expresion del gen heterologo. Este promoter es derivado de un 
gen de la levadura inducible con metanol y sujeto a una regulacion precisa, conduciendo con 
frecuencia a altos niveles de expresion del gen heterologo. 

20 P. pastoris ha side usada en la produccidn de varias proteinas heterologas, por^ 

ejempio el antigeno de superficie de la hepatitis B (Cregg, et al, 1987), lisozima e invertasa 
(Digan, 1988; Tschopp, 1987), factor de necrosis tumoral (Sreekrishna, 1989). entre otras. Sin 
embargo esfuerzos para producir otros productos de genes heteroiogos en Pictiia pastoris, 
especialmente via secrecidn, han dado resultados variables, asi se tienen ejemplos de bajos 

25 rendimientos, han dado resultados variables, asi se tienen ejemplos de bajos rendimientos, 
prote6lisis de la proteina secretada. ineficiente secreci6n y en algunos casos no se ha 
detectado el producto prot6ico (Romanes. 1995). Con los estudios que se tienen hasta el 
memento al respecto, es dificil predecir si una proteina en particular sera sintetizada y/o 
secretada en una levadura metilotr6fica o si esta tolerara la presencia de la proteina heterdloga 

30 producida; de la misma manera, tambien es dificil predecir si estos procesos seran eficientes. 

Considerando 1) que los niveles de produccibn de una proteina recombinante en cultivo 
a nivel matraz no reflejan con precision los niveles de producci6n observados a nivel 
fermentador; 2) que de acuerdo a la literature referida a P. pastoris, estos niveles se elevan 
considerablemente cuando P. pastoris se cultiva a gran escala. 3) la disponibilidad de 

35 tecnologia sobre fermentaciones a altas densidades celulares para P. pastoris, y 4) los altos 



t 



wo 98/20035 




7/00033 



-4- 

niveles de produccion y eficiente secrecidn de HGH recombinante que caracteriza 
sorprendentemente al sistema e expresion descrito por prtmera vez en la presente invencion. el 
desarrollo biotecnoldgico aqui aportado, ofrece importantes ventajas tecnoldgicas y 
economicas para la producci6n de HGH recombinante. 
5 DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS 

FIGURA 1. Representaclon esquematica del corte preparativo del vector pJT. 
Presentando la estructura de pJT con sus elementos mas importantes y los productos 
obtenidos despu§s de la dlgesti6n con las enzimas Xba l-Sma I. 

FIGURA 2. Representaclon esquematica del corte preparativo del vector de expresion 
10 pPIC9 de Pichia pastoris. Se representa la estructura de pPIC9 con sus elementos m^s 
importantes y los productos obtenidos despu6s de la digestibn con las endonucleasas Xho I y 
Sna 61. 

FIGURA 3. Estructura del plasmido de expresion pPIC9hGH22K. El plasmido 
pPIC9hGH22k (A) que contiene la secuenda que codifica para la HGH madura en los sitios 
15 Xho I - Sna 81 entre el promoter AOX1 (5' A0X1) y el terminador AOX1-t). Las dos fomnas de 
integracion cromosomica que se obtienen son; (B) integracion del vector en HIS4, (C) 
integracion del vector en AOX1 . 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

De acuerdo con la presente invendon. el polipeptido de HGH puede ser producido por 
20 cSlulas de levadura metilotrdfica que contiene en su genoma al menos una copia de la 
secuencia de ADNc que codifica para HGH asociada de fomria funcional con la secuencia del 
ADN codificante para la secuencia pre-pro del factor alfa de S. cerevisiae (incluyendo el sitio 
del procesamiento proteoHtico: lys-arg) y bajo la regulacion de una region promotora de un 
gene de una levadura metilotrofica inducible con metanol. 
25 El producto polipepttdico producido de acuerdo con la presente invenci6n es secretado 

en el medio de cultivo en alta concentracidn; ademas el sistema de expresion inventado 
condujo excelentes resultados debido at hecho de que la secuencia pre-pro del factor alfa de 
S. cerevisiae funciona adecuadamente para dirigir la secrecion de HGH en levaduras 
metilotroficas. El termino "secuencia de ADN codificante de HGH funcionalmente operable" 
30 usado en la presente descripci6n, incluye la siguiente secuencia de ADNc que codifica para el 
polipeptido de HGH: 



35 



Met ala thr gly ser arg thr ser leu leu leu ala phe gly leu leu cys leu pro trp 

-25 -20 -15 -10 

leu gin glu gly ser ala phe pro thr ile pro leu ser arg leu phe asp asn ala met 



w 
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-5 1 5 10 

leu arg ala his arg leu his gin leu ala phe asp thr tyr gin glu phe glu glu ala 
15 20 25 30 

tyr lie pro lys glu gin lys tyr ser phe leu gin asn pro gin thr ser leu cys phe 
5 35 40 45 50 

ser glu ser lie pro thr pro ser asn arg glu glu thr gin gin lys ser asn leu glu 
55 60 65 70 

leu leu arg ile ser leu leu leu ile gin ser cys ala gly ala val gin phe leu arg 
75 80 85 90 

10 ser val phe ala asn ser leu val tyr gly ala ser asp ser asn val tyr asp leu leu 

95 100 105 110 

lys asp leu glu glu gly ile gin thr leu met gly arg leu glu asp gly ser pro arg 
115 120 125 130 

thr gly gin ile phe lys gin thr tyr ser lys phe asp thr asn ser his asn asp asp 
15 135 140 145 150 

ala leu leu lys asn tyr gly leu leu tyr cys phe arg lys asp met asp lys vl glu 
155 160 165 170 

thr phe leu arg ile val gin cys arg ser val glu gly ser cys gly phe AMB 
175 180 185 190 

20 ' Esta secuencia es conocida en el estado de la t6cnica y puede obtenerse por 
retrotranscripcion del ARN mensajero (ARNm) a ADN complementario (ADNc) de HGH y 
convirtiendo este ultimo en doble cadena de ADNc. La secuencia de ADN de HGH requerida 
puede tambien ser removida, por ejempio, con enzimas de restricci6n de vectores conocidos 
conteniendo la secuencia del gen 6 el ADNc de HGH; ejempio de tales vectores y las formas 
25 para su preparaci6n pueden ser tomadas de varias publicaciones, entre ellas Goeddel (1979), 
Gay Gt al (1985), Becker y Hsiung (1986), Chang et al (1987). Kato et al (1987), Hsiung et al 
(1989). Ortiz-Lopez (1992) y Pavlakis et al (1991). 

La secuencia nucleotidica que codifica para la HGH madura de preferencia a usar de 
acuerdo con la presente invencion se presenta subrayada a continuacion. Las letras negritas y 
30 mayusculas se senalan el sitio Xba I, creado por mutagenesis, y las letras negritas y 
minOsculas el sitio Sma I natural de la region 3'no traducible de esta. 

ATGGCTACAGGCTCCCGGACGTCCCTGCTCCTGGCTTTTGGCCTGCTCTGCCTGCCCTGG 6 0 

rTTrAAGACy^GCAGTGCC TTCCCAACCATTCCCTT ATCTAQACTTTTTGACAACGCTATG 120 

35 CTCCGCGCCrATCGTrTGCACCAGCTG GrrTTTGACACCTACCAGGAGTTTGAAGAAGCC 180 

TATATCCCAAAGGAACAGAA GTATTrATTrrTGCAGAACCCCCAGACCTCCCTCTGTTTC 240 
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5 




300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
663 
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Las especies de levadura comprendidas para su uso en la presente invencion son 



especies metilotroficas, las cuales son capaces de crecer en medios conteniendo metanol u 
otros sustratos como otras fuentes de carbono. 

Dentro de las especies que poseen las rutas bioquimicas necesarias para el empleo del 
metanol se encuentra 4 g^neros: Candida, Hansenula, Pichia y Torulopsis. 



Pichia pastoris, una cepa de levadura conocida a nivel industrial y que es capaz de utilizer el 
metanol de forma eficiente como unica fuente de carbono y energia. 

Existen varies genes inducibles por metanol en las levaduras metilotroficas, cuya 
expresion es controlada por una region reguladora (tambien referidas como promotores) 

20 inducible en metanol. Cualquiera de estos promotores inducibles con metanol son apropiados 
para el uso en la practica de la presente invencidn. Ejempio de estas regiones regulatorias 
especificas, incluyen los siguientes promotores de P. pastoris: promoter del gen del alcohol 
oxidasa I (AOX1), promoter del gen de alcolnol oxidase II (AOX2), promoter del gen de la 
dihidroxtacetona sintetasa (DAS), promoter para el gen P40, promoter del gen de la catalasa^y 

25 semejantes. 

La regibn promotora de preferencia a empiear para conducir la expresion del ADNc 
codificante para HGH es derivada del gen de la alcohol oxidasa inducible con metanol de R 
pastoris. Esta levadura es conocida por tener dos genes funcionales de la alcohol oxidasa: 
alcohol oxidasa I {AOX1) y la alcohol oxidasa II {A0X2). Las regiones codificantes de los dos 

30 genes AOX son estrechamente homologas, los sitios de restriccion comunes son similares y la 
secuencia de aminoacidos es parecida. Las proteinas expresadas por los dos genes poseen 
propiedades enzim^ticas similares, pero el promoter del gen A0X1 es mas eficiente en cuanto 
a su funcion reguladora y con niveles mas altos del producto de gen que regula el promoter del 
gen A0X2\ por eso su uso es preferido para expresion de HGH. El gen AOX1, incluyendo su 

35 promoter ha sido aislado y caracterizado por Ekkus et a! (1985), y reportado en la Patente 
Norteamericana U.S. 4,855,231. 

Ei cassette de expresion usado para transformar las celulas de una levadura 
metilotrofica, contiene, ademas del promoter inducible con metanol del gen de una levadura 
metilotrofica y la secuencia del ADNc que codifica para HGH, la secuencia de ADN que codifica 



15 



En la presente invencion, la especie de levadura preferida para el uso en la practica es 
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para la secuencia pre-pro del factor alfa de S. cerevisiae, incluyendo la secuencia de ADN que 
procesa el sitio: lys-arg (tambien referida como secuencia codificante lys-arg) y un terminador 
de la transcripcion funclonal en una levadura metilotrdfica. 

El factor alfa-mating de S. cerevislae es un polipSptido de 13 residues, secretado por 

5 celulas del tipo alfa del apareamiento (Thomer et al, 1981). La secuencia pre-pro del factor 
alfa es una secuencia lider contenida en la molecula precursora del factor alfa de 
apareamiento, incluye la secuencia codificante lys-arg. la cual es necesaria para el 
procesamiento proteolitico y secrecidn (Goeddei, 1991). 

El terminador de la transcripcidn funcional en una levadura metilotrdfica usada, de 

10 acuerdo con la presente invenci6n, contiene tanto (a) un subsegmento, el cual codifica para la 
senal de poliadenilacidn y el sitio de poliadenilaci6n en el trascrito y/o (b) un subsegmento. el 
cual provee una senal de terminacidn de la transcripcidn para la transcripcidn del promoter 
usado en el cassette de expresidn. El temino "cassette de expresion*' usado aqui, y a traves de 
las especificaciones y reivindicaciones, se refiere a la secuencia de ADN que incluye las 

15 secuencias funcionales tanto para el proceso de expresidn y de secrecidn. El terminador de la 
transcripcidn complete es tomado de un gen que codifica una proteina, el cual puede ser el 
mismo o diferente ai gen fuente del promoter. 

Para la practica de la presente invencidn es preferible que copias multiples del antes 
descrito cassette esten contenidas en un fragmento de ADN de preferencia en una orientacidn 

20 cabeza-cola. Estos pueden construirse con procedimientos ya^conocidos actualmente en^el 
estado de la tecnica (Cregg et al, 1 993). 

El fragmento de ADN de acuerdo a esta invencidn tambiSn comprende un gen 
marcador de seleccidn. Para estos propdsitos, cualquier gen marcador de seleccidn funcional 
en una levadura metilotrdfica puede ser empleado; cualquier gen que confiera un fenotipo 

25 distinto a una celula de levadura metilotrdfica, y por lo tanto permitiendo a estas ser 
identificadas y cultivadas de forma selectiva de la mayoria de las celulas no transformadas. 
Genes marcadores de seleccidn apropiados incluyen, por ejempio, sistemas marcadores de 
seleccidn compuestos de un mutante auxotrdftco de cepas de P. pastoris y un gen biosintetico 
de tipo silvestre, el cual complementa el defecto en las celulas hospederas. Por ejempio, para 

30 la transformacidn de cepas de P. pastoris His4-, pueden ser empleados el gen HIS4 de S. 
cerevisiae 6 de P. pstoris, o para la transformacidn de mutantes de Arg4-, pueden ser 
empleados el gen ARG4 de S. cerevisieae y de P. pastoris. 

Ademas, el fragmento de ADN de acuerdo con esta invencidn, puede contener genes 
marcadores de seleccidn funcionales en bacterias. Asi, puede ser empleado cualquier gen que 

35 confiera un fenotipo en bacterias que le permita transformarlas para su identiftcacidn y cultivo 
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selective o identificarlas de la gran mayoria de las celulas no transformadas. Este marcador de 
seleccion adicional permite que el ADN de la invencidn sea introducido en bacterias tales como 
E coli para su amplificacibn. Genes marcadores de seleccion apropiados incluyen: el gen de 
resistencia a ampicilina (Amp'), el gen de resistencia a tetraciclina (Tc'), y los semejantes. 
5 Cuando es contemplado introducir el ADN de esta invencion a traves de celulas 

bacterianas, es deseable incluir en la construccion del ADN un origen de replicacibn 
bacteriano. para asegurar el mantenimiento de generacion a generacion en la bacteria del ADN 
de la invencion. Ejemplos de origenes de replicacion bacteriano incluyen: F1, colisina, col E1, y 
semejantes. 

10 Si la levadura hospedera es transformada con un fragmento de ADN lineal conteniendo 

el ADNc que codifica para HGH y la secuencia pre-pro del factor alfa de S. cerevisiae 
necesaria para su procesamiento y secrecl6n y ambas bajo la regulacion de un promoter de un 
gen de P. pastoris y el cassette de expresion es integrado en el genoma del hospedero por 
alguna de las tecnicas de recombinacion genetica conocidas en ei estado de la tecnica, tales 

IS como reemplazamiento del gen por recombinacion homologa a traves de un evento de 
entrecnjzamiento simple o por insercion (Rothstein, 1983; y Cregg. 1987). El fragmento de 
ADN lineal es dirigido hacia el locus deseado, el gen objetivo es interrumpido en su marco de 
lectura, debido principalmente a que los extremes de la secuencia del ADN poseen suficiente 
homologia con el gen objetivo para efectuar la integracion del fragmento del ADN en este. En 

20 la interrupcion del marco de lectura del gen en unaretapa es usualmente aplicabie, si el ADN r 
que es introducido tiene por lo menos 0.2kb de homologia con el fragmento locus del gen 
objetivo; sin embargo, es preferible optimizar el grade de homologia para lograr la eficiencia. 

Si el fragmento de ADN de acuerdo a esta invencion es contenido en un vector de 
expresidn, por ejempio un pidsmido circular; una o mas copias del plasmido pueden ser 

25 integradas en el mismo o diferentes loci por adici6n en el sitio interrumpido en el genoma. 
Linearizacion del plasmido con enzimas de restriccion facilitan este tipe de integracion. 

El fragmento de ADN relacionado con la invenci6n puede ser empleado para 
transformar celulas de levaduras metilotroficas como un fragmento linearizado cuyos extremes 
contienen secuencias de ADN que presentan homologia suficiente con el gen objetivo para 

30 poder ilevar a cabo la integracion de dicho fragmento de ADN en el genoma de la levadura. En 
ese case, la integracion tema lugar por reemplazamiento en el sitio objetivo del gen. De fomna 
alternativa, el fragmento de ADN puede formar parte de un plasmido circular el cual puede ser 
linearizado para facilitar la integracion, y se integrara por adicion al sitio homologia en el 
genoma del hospedero y la secuencia del plasmido circular el cual puede ser linearizado para 
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facilitar la integracidn, y $e integral^ por adicion al sitio de homologia entre el genoma del 
hospedero y la secuencia del plasmido. 

En el t^rmino vector de expresidn empleado aqui, se entlende que se incluyen vectores 
capaces de expresar secuencias de ADN contenidas en ellos, de donde tales secuencias estan 
5 asociadas funcionalmente con otras secuencias capaces de afectar su expresion, como per 
ejempio, secuencias promotoras. En general, vectores de expresion habitualmente usados en 
las tecnologtas de ADN recombinante est^n frecuentemente en la forma de "plasmidos", ADN 
de doble cadena circular, el cual en su forma de vector no estd unido ai cromosoma. En la 
presente descripcion al termino "vector" y "plasmido" son usados de forma indistinta, sin 

10 embargo, en la presente invenclon se entiende que se pueden incluir otras formas de vectores 
de expresion las cuales sean funcionalmente equivalentes. 

En el fragmento de ADN de la presente invencibn, los segmentos del cassette de 
expresion asociados funcionalmente, indican que la secuencia de ADN codificante para el 
polipeptido de HGH esta colocada y orientada funcionalmente con respecto al promoter, a la 

15 secuencia de ADN codificante para la secuencia pre-pro del factor alfa de S. cerevisae 
(incluyendo las secuencias de ADN codificante para el sitio de procesamiento: lys-arg), y al 
terminador de la transcripcion. Asi, el segmento codificante del polipeptido es transcrito bajo la 
regulacion de la region promotora, a un trascrito capaz de proveer, despues de llevar a cabo la 
traduccion, el polipeptido deseado. Debido a la presencia de la secuencia pre-pro del factor 

20 alfa, el producto expresado del ADNc de HGH es encontrado como producto secretado hacia el 
medio de cultivo. Un marco de lectura apropiado y la orientacion de los segmentos del cassette 
de expresion estan dentro del conocimiento de personas ordinariamente relacionadas con ei 
estado de la tecntca; detalles adicionales de construccion de dicho cassette est^n dados en los 
ejemplos. 

25 El fragmento de ADN proporcionado por la presente invencion pueden incluir 

secuencias que permiten su repiicaci6n y seleccion en bacterias; de esta forma, grandes 
cantidades del fragmento de ADN puede ser producidos por su replicacidn en la bacteria. 

Metodos para la transformacion de levaduras metilotroficas, tales como, Pichia pastohs, 
asi como los metodos aplicables para el cultivo de cSlulas de levaduras metilotroficas 

30 conteniendo en su genoma un gen codificante para una proteina heterdioga, son conocidos 
actualmente en el estado de la tecnica. 

De acuerdo a la presente invencion, el cassette de expresibn puede emplearse para 
transformar celulas de levaduras metilotroficas, tanto por la tecnica de esferoplastos (Cregg, et 
al, 1985), por electroporacion (Simon y McEntee, 1990) y por el sistema de transformacion de 
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cloruro de litio (Ito et al. 1984). Sin embargo, para el proposito de la presente invencion los 
metodos de electroporacidn y esferoplastos son preferidos. 

Cdlulas transfonnadas positivas pueden ser caracterizadas per analisis de PCR 6 
"Southern blot" para corroborar la integracion del fragmento de ADN. Para el analisis de la 
5 expresion del ADNc de HGH inducible con metanol se puede emplear la tecnica de 
retrotranscripcion acoplada a PCR 6 la de "Northern blot"; y para el analisis del producto, con la 
presencia de HGH secretada hacia el medio de cultivo, verificable por tecnicas electroforeticas 
o inmunologicas. 

Cepas transformadas que contengan el fenotipo y genotipo deseado son cultivadas en 

10 fermentadores para la produccion a gran escala del producto recombinante. Una fermentacion 
en lote en tres etapas es normalmente preferida para el protocolo de fermentacion, dste ya es 
conocido en el estado de la tecnica (Clare, et al, 1991; y Brierley, et a/. 1991). 

El tSrmino "cultivo" signiftca una propagacion de c6lulas en un medio que conduce a su 
crecimiento y todos los subcultivos consecuentes. El t^rmino "subcultivo" se refiere a cultivos 

15 de celulas crecidas de celulas de otros cultivos (cultivo madre) o cualquier subcultivo del cultivo 
madre, dependiendo del numero de subcultivos que hayan sido desarrollados entre el 
subcultivo de interns y el cultivo madre. 

De acuerdo con las preferencias referidas de la presente invencion, el sistema de 
expresi6n de proteinas heterologas usado para la expresion del ADNc de HGH emplea el 

20 promoter derivado del gen metanol regulable AOX1 de P. pastoris, el cual es expresado de 
forma muy eficiente y regulado de forma precise. Este gen puede ser tambien la fuente de la 
secuencia de terminacion de la transcripcion. El cassette de expresion preferido en el presente 
invencion comprende, funcionalmente asociado uno con otro, el promotor A0X1 de P. pastoris, 
la secuencia de ADN codificante para la secuencia pre-pro del factor alfa (inciuyendo la 

25 secuencia de ADN codificante para el sito de procesamiento: lys-arg), la secuencia codificante 
para la HGH madura y un terminador de la transcripcion derivado del gen AOX1 de P. 
pastoris, preferiblemente dos o m^s del cassette de expresion mencionado, constituidos por un 
fragmento de ADN, en orientacion cabeza-cota. para rendir un cassette de expresion multiple 
en un unico fragmento de ADN. En la presente invenci6n se da preferencia a las celulas 

30 hospederas transformadas con el cassette de expresl6n y de las cuales se prefiere a P. 
pastoris, teniendo por lo menos una mutacion que puede ser complementada con un gen 
marcador de seleccion presente en el fragmento de ADN transformante. La cepa mutante 
auxotrofica de P. pastoris His4- (GS 115, ATCC20864) 6 ARG4- (GS 190) son preferidas. El 
fragmento conteniendo el cassette de expresion es insertado dentro de un plasmido 

35 conteniendo un gen marcador, el cual complementa el hospedero defectuoso y de forma 
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opcional contiene secuencias adicionaies tales como genes marcadores para bacterias y 
secuencias g6nicas de levaduras que dirigen la integracion del vector. 

Para el desarrollo de cepas de P. pastoris Mut- (Mut se refiere al fenotipo que emplea 
metanol) el ADN que comprende el cassette de expreslon para transformar las levaduras es 

5 integrado preferiblemente dentro del genoma de la levadura por una tecnica de recombinacidn 
per reemplazamiento. El vector de expresidn es digerido con una enzima apropiada para rendir 
un fragmento de ADN lineal cuyos extremes son homblogos al A0X1 locus. Como un resultado 
de reemplazamiento del gen. son obtenidas cepas Mut-. En cepas Mut-, el gen AOXQ es 
reemplazado por el cassette de expresion y por lo tanto en esta cepa decrece su habilidad de 

10 emplear al metanol. Una velocidad de crecimiento lenta es mantenida con metanol debido a la 
expresion del producto del gen AOX2, Las c§lulas transformadas que tienen integrado el 
cassette de expresidn dentro del locus A0X1 (por recombinacion sitio dihgida) pueden ser 
identificadas en un primer tamizaje por la presencia del gen complementador. Este es de 
preferencia detectado por el crecimiento de las c6lulas en medios careciendo del producto del 

IS gen complementador e identificando aquellas celulas capaces de crecer gracias a la expresion 
de este gen. Ademds, las cdlulas seleccionadas son tamizadas por su genotipo Mut 
creciendolas en presencia de metanol registrando la velocidad de su crecimiento o bien 
empieando tecnicas de PCR. 

En el desarrollo de cepas Mut+ que expresan el ADNc de HGH. el fragmento que 

20 contiene uno o mas cassette de expresion es integrado de preferencia dentro del genoma del 
hospedero por transformacion del hospedero con un plasmido circular o un pl^smido lineal que 
contiene el cassette. La integracion es por adicion a un locus (o loci) teniendo homologia con 
una o mas secuencias presentes en el vector de transformacion. 

Levaduras metilotroficas transformadas. las cuales son identificadas al tener el genotipo 

25 y fenotipo deseados. son cultivadas en fermentadores. Es preferido el uso de procesos de 
produccion en tres etapas como se describio anteriormente. Los niveles de HGH secretada en 
el medio pueden ser determinados por an^lisis de Westem blot, radioinmunoensayo 6 ELISA 
en el medio, y en paralelo con estandares de HGH, usando antisueros antlHGH. Tambien, por 
an^lisis electroforetico 6 por HPLC, despuSs de un tratamiento previo adecuado del medio. La 

30 invencibn sera ahora descrita con mas detalle con referenda a los siguientes ejemplos no 
limitantes. 

De acuerdo con la presente invencion se ha construido un fragmento de ADN 
conteniendo al menos una copia de un cassette de expresidn el cual contiene en la direccion 
del marco de lectura de la transcripcion las siguientes secuencias de ADN: 
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i) una region promotora de un gen inducible con metanol de una levadura 
metilotrofica; 

ii) una secuencia de ADN que codifica para: 

a) la secuencia pre-pro del factor alfa de S. cerevisiae Incluyendo el sitio del 
5 procesamiento proteolitico: lys-arg; 

b) el polipSptido de 191 aminodcidos connespondiente a la honnona de 
creclmiento humane madura; y 

c) una porci6n de ADN sintetico adaptador que permite reconstituir 
secuencias (a) y (b). asegdrando su optima integracion y funcionalidad. 

10 iii) una secuencia de terminaci6n de la transcripci6n funcional en una levadura 

metilotrdfica, de donde las llamadas secuencias de ADN estan asociadas de 
forma funcional unas con otras para llevar a cabo la transcripcion de las 
secuencias que codifican al polipSptldo mencionado. 
De acuerdo con otro apartado de la presente invencidn, se construyo un vector de 
15 expresibn conteniendo al menos una copia del cassette de expresion como se describio 
anteriormente. 

De acuerdo con otro aspecto de la siguiente invencion. se ha provisto de nuevas cepas 
de levaduras metilotroficas. particulamnente la cepa ATTCC con certificado de deposito de 
microorganismos No. ATCC 74398 conteniendo en su genoma al menos una copia del 

20 fragmento de DNA arriba descrito. 

Cultivos viabtes de celulas de levaduras metilotroficas capaces de producir HGH 
recombinante estan tambien dentro del ^mbito de la presente invencion. 

Se entendera que polipeptidos de HGH deficientes en uno o mds amino^cidos de la 
secuencia aminoacidica reportada en la literatura presente en la forma natural de HGH, 6 

25 polipeptidos conteniendo aminoacidos adicionales o polipeptidos en los cuales uno o mas 
amino^cidos de la secuencia aminoacidica de la forma natural de HGH son reemplazados per 
otros aminoacidos, se encuentran contemplados en el alcance de la presente invencion, como 
por ejempio todas las variaciones al6licas y no alelicas pero geneticamente relacionadas a 
HGH, tales como las HGHs de origen placentario. las isoformas de HGH (20kDa) y las GHs de 

30 otras especies animales con alto grado de homologia en su secuencia nucleotidica y funciones 
biologicas semejantes; ademds como es especificado arriba, derivados obtenidos por 
modificaciones simples de la secuencia aminoacidica de la HGH natural a traves de 
mutagenesis sitio dirigida u otros procedimientos estandares. Formas de HGH producidas por 
proteblisis en las celulas hospederas que exhiben actividad biologica similar que HGH madura 

35 tambien son incluidas por la presente invencidn. 
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EJEMPLOS 

EJEMPLO 1. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pPIC9hGH22K 
La constaiccion del vector de expresion descrito en la presente invencion, es llevada a 
cabo de la siguiente manera: 
s Se aisla el fragmento Xba l-S/na I de 563 pb a partir del vector pJT mostrado en la 

figura 1, que contiene una version modificada por mutagenesis dirigida de la secuencia del 
ADNc codificante para la hormona del crecimiento humano hGHADNc. El fragmento de 563 pb 
es portador de los codones 8 al 191 de la HGH madura, ademds de contener 12 nucleotides de 
la region no traducible en su extreme 3' hasta el sitio natural Sma I. 

10 El vector de expresion pPICQ de Pichia pastoris, mostrado en la figura 2, descrito en las 

patentes americanas publicadas No. 4,882,279; 4,855,231 y 4,808.537 y que contiene la region 
promotora del gen AOX1 ubicado en el nuclebtido 763, seguido por la secuencia codificante de 
la secuencia pre-pro del factor alfa de S. cerevisiae desde el nucleotide 949 al 1218 (esta 
secuencia contiene el sitio de procesamiento proteolitico lys-arg en el nucleotido 1201 al 1203 

IS y el sitio del reconocimiento glu-ala (1204-1206). 6ste a su vez seguido del sitio de clonacidn 
multiple (1192-241), una secuencia de terminacion de la transcripcion AOX1 (1253-1586), un 
codon de terminacion del extreme 3* de la secuencia de terminacion de la transcripcion del gen 
AOX1 (1246). es cortado con las enzimas Xho I y Sna BL El vector pPIC9 tratado con Xbo I y 
Sna Bl (1193-1218) pierde 11 nucleotides (1193-1203) del extreme 3' de la codificante para la 

20 secuencias pre-pro del factor alfa de S. cereWs/ae, rjusto hasta el sitio de procesamiento 
proteolitico: lys-arg. Para la reparacion de los 1 1 nucleotides removidos de la secuencia senal 
del factor alfa y completar los 7 codones faltantes desde el primer codon. fenilalanina, de la 
hormona del crecimiento humana madura. se empleo un fragmento de ADN sintetico (figure 3) 
conteniende los sities Xho I y Xba I para facilitar la union de los fragmentos antes 

25 mencionados. 

El plasmide pPIC9 digeride con Xho I y Sma Bl. el fragmento de 563 pb obtenido de 
pJT. y un adaptader sintetico, se pusleron en una misma reaccion de ligacion, pesteriormente 
con una alicueta de la reaccion de ligacion se transfonnaron c§lulas de E. coli para su 
propagacion y posterior analisis de las donas para detectar a las portadoras del plasmide 
30 pPIC9hGH22k. 

a) Preparacion de los plasmidos pPIC9 y pJT. 

Celulas calcie-competentes de E.coli TOP 10F (Invitrogen, Co. San Diego Ca. EUA) 
fueron transfermadas con los plasmidos pPIC9 y PJT. La preparacion de bacterias calcio- 
competentes as! come la transformacion se realizaren de acuerdo a los protecolos descrites 
35 por Sambrook y cols (1989). Posteriemriente se levantaron colonias de bacterias portando el 
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pidsmido pPIC9 o pJT y se cultivaron en 1L de caldo LB (Triptona 1%, Cloruro de Sodio 0.5% y 
Dextosa 1%) para despuds realizar aislamiento de ADN plasmldico a gran escala utilizando 
ultracentrifugacion en gradiente de densidad de cloruro de cesio (Cab-Barrera y Barrera- 
Saldana, 1988). De esta manera se obtuvo una fuente de pl^smidos de buena calidad para 

5 llevar a cabo la construccidn del plasmido pPIC9hGH22k. 

b) Preparadon de fragmentos para ligacidn y reaccton de ligacion. 
La digesti6n de pJT con la enzima Xba I se Ilev6 a cabo con la sigulente mezcia de 
SOL de reaccidn: 2\iL Xba I (10U/^L), 5 ^L solud6n amortiguadora 10X. 5^L albumina serica 
bovina (ASB) 10X, 13m.L ADN (pJT 600 ng/^L), 25^L Agua Millt-Q2. 

10 La reaccidn se efectud a 37^C durante Shy despues se agregaron 2 ^L de la 

endonucleasa Sma I (lOU/fxL) y se Incubo durante toda la noche a 25^C. 

La digestidn pPIC9 con las endonucleasas Xho I y Sna B\ se realizd de la stguiente 
manera: primero se llevo a cabo el corte con la enzima Sna B\ incubando a 37^C por 5 h con la 
siguiente mezcia de reaccion: S^L de Sna Bl (4 U/^L). S ^L buffer 10X, S^L ASB 10 X, IS^L 

15 ADN (pPIC9 800 ng/^L) y 20mL agua Milli-Q. Posteriormente se agregaron 2 ^L de la 
endonucleasa Xho I (10 U/^L) y se incubo durante toda la noche a 37*'C. 

El 6xito de las digestlones se verified por andlisis de aUculotas de 1^L mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Una vez concluidas las digestiones preparativas antes 
mencionadas, se Ilev6 a cabo la electroforesis preparativa en gel de agarosa al 1% con 25^L 

20 de cada reaccion de digestidn y se reallzd una tincidn con bromuro de etidio (2|ig7mL en TBE 
(amortiguador Tris-borato-EDTA). Los fragmentos de 563 pb de la digestidn de pJT con Xba I y 
Sma I y de 7966 pb de la digestidn de pPIC9 con Xbo I y Sna Bl, fueron recuperados del gel 
cortando las bandas correspondientes con ayuda de un bisturl. Estos se extrajeron de la matriz 
de agarosa utilizando la tdcnica de "Genectean" (The Geneclean II Kit Bio 101, Inc., Ca, EUA) y 

25 se almacenaron en amortiguador TE (Tris-EDTA) a -20°C hasta su empleo. El adaptador 
sintdtico empleado se construyd a partir de oligonucledtidos sintdticos complementarios que 
fueron proporcionados en cadena sencilla, para lo cual se empled un sintetizador Oligo-1000 
(Beckman) para su sintesis. Previo a la reaccidn de ligacidn, dstos fueron apareados por 
complementariedad de bases de la siguiente manera: se ilevd a cabo la mezcia conteniendo: 

30 S^L de amortiguador TE 10 X, 3.3^L de NaC1 150 mM. 21 ^L del oligonucledtido 1 (0.74mM) y 
21)aL del oligonucledtido 2 (0.70^M). dando lugar a una solucldn de NaCI lOmM, Tris-HCI 
10mM, y EDTA 1mM, se calentd la mezda a 80°C por 5 minutes, se dejd enfriar lentamente 
hasta alcanzar temperature ambiente y se almacend a -20°C hasta su uso. 
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La reaccion de ligacibn se Ilev6 a cabo en una proporcion molar 1 :8:40 (fragmento de 
7996 pb: fragmento de 563 pb: adaptador 30 pb). La ligacion se corroboro mediante 
electroforesis en gel de agarose al 0.8%, para visualizar la ausencia de los fragmentos de 
Iigaci6n (7996 y 563 pb) y la presencia de bandas de mayor peso molecular. Posteriormente se 
5 llevd a cabo la transfomnacion de £. coli TOP 10F' con una alicuota de SpL de producto de 
ligacion usando bacterias calcio-componentes. 

c) Analisis de donas portadoras de pPIC9hGH22K 

De las colonias obtenidas de la transformacidn (reslstentes a amplcilina) se levantaron 
20 para su inoculacion individual en tubos con 4mL de caldo LB con ampicilina (lOOmg/L). Se 

10 incubaron a 37°C y a 250rpm durante 18 horas. Posteriormente se tomaron 2 mL de cada 
cultivo y se realizo aislamiento de ADN plasmfdico a pequena escala (minipreparacion) de 
acuerdo al metodo descrito por Smbrook y cols (1989). El ADN plasmfdico aislado de cada una 
de las donas fue tratado con la endonucleasa Xba I, para detectar el plasmido pPIC9HGH22K, 
el cual deberia presenter fragmentos especificos de 7210 y 1377 pb, debido a que dicha 

15 enzima corta en las posiciones 1222 y 2599. Se realizo electroforesis en gel de agarose al 
0.8% para analizar las digestiones. Las donas que mostraron el patron esperado fueron 
caracterizadas m^s exhaustivamente, realizando digestiones con cada una de las siguientes 
endonucleasas: Xho I, Xho l+Eco Rl, Xba I, Pvu II y Bgl II. Los fragmentos teoricos segun el 
analisis computacionai alimentado con la secuencia del plasmido pPICgHGH22K, se muestra a 

20 continuadon: Xho I (8587 pb), Xho I + Eco Rl (7990 y 597 pb), Xba I (7210 y 1377 pb). Pvu II 
(4875, 2948. 497 y 267 pb), Bgl 11 (4574, 2403 y 1616 pb). 

Se selecciono una de las donas que presento el patr6n de restriccion esperado y se 
realiz6 preparacidn ADN plasmidico a gran escala utilizando ultracentrifugacion en gradiente de 
densidad de cloruro de cesio (Cab-Barrera y Barrera-Saldana, 1988). De esta manera se 

25 obtuvo una fuente de plasmido de buena calidad para llevar a cabo la transformacion de Pichia 
pastoris. 

De la transformacion de E. coli con 5pL del producto de ligacion se obtuvieron 300 
colonias de las cuales fueron tomadas 20 para determinar las portadoras del plasmido 
recombinante (pPIC9HGH22K). Tres de ellas resultaron poseer el plasmido que generaba los 

30 fragmentos especificos esperados al ser digerido con la endonculeasa Xba I (7210 y 1377 pb). 
La caracterizacion exhaustive del ADN plasmidico de una de las donas seleccionadas, con las 
endonucleasas Xho I. Xho I + Eco Rl, Xba I, Pvu II y Bgl II, mostro que el tamano de los 
fragmentos obtenidos para cada digesti6n, evidenciados en el analisis electroforetico en gel de 
agarose, correspondieron a los tamanos esperados segun su mapa de restriccidn. 

35 EJEMPLO 2. TRANSFORMACION Pichia pastoris 
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Una vez asegurada la identidad del vector pPIC9HGH22K se realizaron digestiones 
para linearizar el plasmido con las endocnuleasas Sac I y Stu I y de esta manera llevar a cabo 
la transformaci6n. El plasmido linearizado con Sac I favorece la insercion g^nica en el locus 
A0X1 y el plasmido linearizado con Stu I la insercidn g^nica en locus His4 (Invitrogen, 1994), 

5 desannollando de esta manera cepas Mut-t- en ambos cases. Las celulas de Pichia pastoris GS 
115 (ATCC20864) fueron transformadas por electroporacion (Simon y McEntee, 1990) con los 
plSsmidos linearizados como se describe a continuacion: las cdlulas de Pichia pastoris se 
cultivaron en 50mL de caldo YPD a 30^C y 250rpm hasta llegar a la fase logarttmica tardia 
(DO600 2.0). Luego se centrifugo a SOOOrpm por 5 min (centrifuga lEC Centra MP4R Rotor 

10 854) para obtener el paquete celular, el cual se lavd dos veces, primero con 25 mL de agua 
Milli-Q esteril y despues con 2 mL de sorbitol 1M est^ril, y se resuspendio en 0.5 mL del mismo 
(DOeoo =2.0). Se mezciaron 20|jL de esta suspension celular con 5pL del ADN lineal (50ng/ML), 
se transfirio a las micro-camaras de electroporacion de 0.15cm y se llevd a cabo la 
electroporacion con un pulso de 400V, lOpF y un campo de fuerza de 2666.6V/cm. Se tomaron 

IS 10|jL de la mezcia de elctroporacion y se le anadieron 0.5pL de sorbitol 1M esteril. 
Posteriormente se distribuyo el contenido del tubo Eppendorf en placas con medio minimo con 
dextrosa (MD. base nitrogenada para levadura (YNB) 1.34%, biotina 4x10 -5%, dextrosa 1%) y 
se incubo a 30^ C hasta la aparicion de las coionias (3-6 dias). Ya que el medio MD carece de 
histidina, solamente crecen las levaduras que hayan integrado el plasmido en su genoma y que 

20 por lo tanto son capaces de sintetizar histidina (His+). Posteriormente se levantaron coionias 
de ambas preparaciones y se llevaron a conservacion para su posterior andlisis. 

La transformacion de Pichia pastoris con los dos pi^smidos linearizados dio como 
resultado 54 clonas trasformadas con el plasmido cortado con Sad y 33 clonas transformadas 
con el plasmido cortado con Stu I. Las clonas obtenidas presentan un fenotipo His*** (capacidad 

25 de sintetizar histidina) debido a haber crecido en un medio sin histidina, adquirido por la 
integracion del plasmido. 

Las clonas resultantes de la transformacion con ambas preparaciones (digestiones con 
Sac I y Stu I) se cultivaron en tubos con 4mL de caldo YPD (extracto de levadura 1%, peptona 
2%, dextrosa 2%) durante 48h a 30 y agitaci6n a 250rpm. Posteriormente se obtuvo la 

30 pastille celular por centrifugacion a 16000g (14000 rpm centrifuga Eppendorf 5402) durante 5 
minutes, se resuspendio en YPD con 15% de glicerol en un volumen tal que tuviera una DOeoo 
entre 50 y 100. se llevaron a congelacion r^pida en N2 llquido y se almacenaron a -70°C 
(Izquierdo, 1993). 

EJEMPLO 3. ANALISIS DEL ADN GENOMICO DE TRANSFORMANTE 
35 a) Preparacion del ADN genomico 
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Para la extraccion de ADN genomico de P. pastohs, se empleo una modificacidn a la 
tecnica de TSNT (M. Izquierdo, 1993). Las levaduras crecieron en 4mLde caldo YPD durante 
2448h, se cosecho el paquete celular por centrifugacion durante 5 minutos a 16000g y se lavo 
con SOOmL de agua Milli-Q. Al paquete celular se le agregaron SOOpL de solucion de TSNT 
5 (Tritdn X-100 al 2%, SDS al 1% NaCI 100 mM, Tis-HCI 10 mM y EDTA ImM, pH=8) y SSOpL 
de fenol saturado y se mezcio en vortex durante 10s. Posteriormente se agregaron ISOpL de 
Sevag (cloroformo: alcohol isomilico 1:1) y se agito durante 5 minutos. Una vez concluida la 
agitaclbn se anadieron a la mezcia SOOpL de TE pH=8 y se procedio a centrifugar por 10 min a 
16000g, se transfirib la fase acuosa a un tubo de microcentrifuga de 2mL y se precipito el ADN 

10 agregando 1.3 mL de etanol al 100%. Se centrifugd por 10 min a 16000g y se decanto el 
sobrenadante, la pastiila de AND se resuspendio en 500pL de fenol*sevag, se separo la fase 
acuosa por centrifugacion durante 5 min y 16000g. Se anadieron 10 de acetato de amonio 
7.5M y 1.3mL de etanol al 100% para precipitacion del ADN, se mezcio por inversion y se 
centrifugo por 1 0 min a 1 6000 g para decantar el sobrenadante. Se realizaron dos lavados con 

15 etanol al 70% y se resuspendid en 50|jL de TE. solucion a la cual se le realizo medicion 
espectrofotomdtrica para cuantificacidn de ADN y determinacion del parametro de calidad 
(A26o/A28o)* Tambi^n se realizo una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE y tincidn 
con bromuro de etidio para verificar si los ADN's gen6micos no se encontraban degradados. 
b) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

20 El ADN genomico de seis donas fue analizado por la reaccion en cadena de la 

polimerasa (PCR) para conroborar la identidad del plasmido pPIC9hGH22K ast como su 
integracion en el genoma de P. pastoris. El iniciador del extreme 5'(5- 
GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3') se aparea en la region 5'A0X1 (nucleotide 855-875) del 
plasmido pPIC9. el iniciador del extreme 3X5'GCAATGGATTCTGACATCC-3') se aparea en la 

25 region 3* AOX1 TT (nucleotide 1327-1347) del misme. Ya que la PCR de I plasmido pPIC9 
resulta en un producto amplificado de 449 pb y el sitie de multiclonacion (MCS) de pPIC9 se 
encuentra entre las dos regiones de apareamiento de los iniciadores, el fragmento clenado 
causa un aumento del tamano del producto amplificado en 567 pb generando un fragmento de 
1016 pb para pPIC9hGH22K. La PCR del ADN genomico de P. pastoris no recombinante da 

30 por resultade un producto de 2200 pb proveniente de la amplificacion del gen A0X1 . La PCR 
de ADN gen6mice de donas (P pastoris recombinante) que censen/an el gen A0X1 (Mut+), da 
por resultade productos de 2200 y 1016 pb correspendientes al gen AOX1 y al cassette de 
integracion respectivamente. 

Se llevo a cabo la estandarizacion de la PCR con el objetivo de obtener bandas nitidas 

35 y le mas lejano posible a la saturacion para detectar multicepias del cassette de expresion en 
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caso de haberlas. Para la estandarizacion se empi aron diferentes concentraciones de ADN 
molde e iniciadores, tambi^n se varid el numero de ciclos. La PCR estandarizada tuvo las 
siguientes condiciones: amortiguador de PCR (Promega) 1 X, ADN genomico 2ng/L, dNTPs 
200mM, iniciador 5'AOX1 O.SpM, iniciador 3' A0X1 O.SpM, agua est^ril y 2.5 unidades de Taq 

5 pollmerasa en 25mL de reacci6n. Se empleo un termociclador PTC-150 (MJ Research), ei 
programa llevado a cabo fue el siguiente: una etapa inicial de desnaturalizacion del cicio a 
94^C (2 min), una etapa de 18 ciclos de desnaturalizacion a 94^0 (1 min), alineaci6n a 60°C (1 
min) y extension a 72°C (1 min) y una Oltima etapa de extension a 72^C (7 min). Se realizo ei. 
andlisis de SpL del producto de la PCR por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE. 

10 Debido a que las donas Mut+ siempre cuentan con una sola copia del gen AOX1, la 

relacidn de la intensidad entre las bandas amplificadas (2200 pb y 1016 pb) resulta igual en 
diferentes donas que contienen una sola copia del plasmido integrado. Considerando que la 
mayoria (99% aproximadamente) de las donas de P. pastohs tendrian una copia del plasmido 
integrado, estas presentarian la misma relacion de la intensidad de las bandas amplificadas. 

15 Por lo tanto las donas con multicopies del plasmido integrado serian facilmente detectables 
debido a que se distinguirian de entre la mayoria de donas de una sola copia al cambiar la 
relacion de intensidad entre ambas bandas (2200 pb/1016 pb), debido al aumento de la 
intensidad de la banda de 1016 o banda recombinante. Por lo tanto se realizo un an^lisis 
densitometrico de las bandas de PCR tenidas con bromuro de etidio para determiner la 

20 existencia de donas con multicopias del plasmido integrado o si solo se contaba con donas 
con una sola copia. 

El tamano de cada uno de los productos amplificados obtenidos por la PCR, 
correspondieron a los tamanos esperados para cada uno de los ADN's moldes empleados: 
pPIC9 (449 pb), pPIC9hGH22K (1016 pb), ADN genomico de P. pastohs no recombinante 

25 (2200 pb). donas recombinantes Mut+ de P. pastoris (1016 y 2200 pb). En la figura 3 se 
muestran cada uno de los productos amplificados, separados por electroforesis en gel de 
agarosa y tenidos con bromuro de etidio. En el carril M se muestra el marcador de peso 
molecular (lambda, Eco Rl-Hind III), en el carril A se muestra el producto amplificado de pPIC9. 
en el carril B se encuentra el producto amplificado de pPIC9hGH22K. en el C se muestra el 

30 producto amplificado de ADN genomico de P. pastoris no recombinante, los canriles 1 at 6 
representan productos amplificados de diferentes donas recombinantes Mut+ de P. pastoris. 
Tambien se muestra la relacion de intensidad entre la banda de 2200 pb y 1016 pb para cada 
dona recombinante y tiene una media de 0.996±0.041 (X±E.S.,n=6), lo que demuestra que 
cada una de estas donas tiene solo una copia del cassette de expresibn integrado. 



# 
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EJEMPLO 4. PRODUCCION DE H6H MEDIANTE CLONAS RECOMBINANTTES DE 

P. pastofis 

a) Fermentaciones 

Se seleccionaron cuatro donas preparadas mediante los ejemplos 1 a 3, dos por cada 

5 una de las transfomiaciones (ADNs digeridos con Sac I y Stu I). Cada una de las donas fueron 
inoculadas del medio de consen/acldn (viales con 15% de giicerol a -70^C) a placas con agar 
YPD (Extracto de levadura 1%, peptona 2%, dextrosa 2%) llevando a cabo una estria en tres 
campos con el fin de obtener colonies aisladas. Como ya se menciono las femientaciones con 
P. pastoris recombinante se dividen en dos fases, la fase de crecimiento celular y la fase de 

10 induccidn o producci6n de proteina recombinante. A partir de colonies aisladas se inocularon 4 
matraces Erlenmeyerde 250mL con 25 mL de medio amortiguado y con giicerol (IBIVIG, fosfato 
de potasio dibasico lOOmM pH=6» base nitrogenada para levadura (YNB) 1.34%, biotina 4x10 - 
5%. giicerol 1%) y se incubaron a 30^C en agitacion (250rpm) hasta alcanzar una DOeoo de 4.0. 
Con 3.125mL de este cultivo propagado se inocularon 22mL de medio BMG contenidos en un 

15 matraz Erienmeyer de 250mL para alcanzar una DOeoo inicial de 0.5, se incubo a las mismas 
condiciones hasta alcanzar una DOeoo de 1 .0. Posteriormente se elimino el medio BMG por 
centrifugacion (5000 rpm 5 min. centrifuge lEC Centra MP4R rotor 854) y se resuspendib en 
25mL de medio amortiguado y con metanol (BMM, fosfato de potasio dibdsico lOOmM, pH=6, 
base nitrogenada para levadura (YNB) 1.34%, biotina 4x10 -5%, metanol 0.5%). Se continuo la 

20 incubacion a 30^C y 250rpm durante 150h y de esta manera se inicio la etapa de induccion O' 
produccion de la proteina recombinante. Se anadio 125mL de metanol cada 24 h para 
compensar la pdrdida por evaporacion. Posteriormente se realizo SDS-PAGE e 
inmunodeteccion por la tecnica de "Western blot" de HGH recombinante del mediio de cultivo 
libre de celulas, para determinar la identidad de la misma. 

25 b) Analisis de proteinas (determinadon de proteinas. SDS-PAGE y densitometria) 

Debido a que en este sistema la HGHr es secretado al medio de cultivo, se realizo 
analisis de proteinas del medio de cultivo, el cual fue dializado contra agua Milli-Q antes del 
analisis. Las bolsas de dialisis con 25mL de medio permanecieron en un vaso de precipitados 
con 4L de agua fria durante 1.5 h, con agitacion moderada y se realizaron dos cambios mas 

30 del agua Milli-Q. El medio dializado se concentro de la siguiente manera: se agregaron cuatro 
volumenes de una soluci6n metanol: acetone (1:1), se dejo a -20°C toda la noche, se centrifuge 
lOmin. a lO.OOOrpm (centrifuge lEC Centra Mp4R, rotor 854), se elimino el sobrenadante y se 
seco al vacio el paquete de proteinas. El paquete se resuspendid en 1/20 de su volumen 
original de buffer SDS-PAGE. se calento durante 10 min. a 100°C. se centrifuge por 5 

35 segundos para baja el liquido evaporado y condensado en las paredes del tubo y se aplicaron 
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de 10-20mL para la electroforesis en gel de poliacrilamida. La separacion de proteinas se 
realizo por electroforesis en gel discontinuo de poliacrilamida 8gel separador al 12% y un gel 
concentrador de acrilamida al 4%) en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se aplico 
un voitaje inicial de 80V hasta que el colorante penetro en el gel concentrador 

5 aproximadamente 1cm, y luego se increment6 este a 140V, se mantuvo la electroforesis hasta 
que el colorante ilego al gel separador y finalmente se tncremento a 180V. El gel se ftjo con 
una solucidn fijadora (metanol 50% v/v, acido acetido 10% v/v, en agua desionizada) y se agito 
a 40rpm durante 25 min., se retlrb la soluci6n colorante y se anadi6 solucidn decolorante 
(metanol 5% v/v, acido acetico 7% v/v, en agua desionizada) agitando a 40rpm durante 1h. El 

10 gel se continud decolorando con cambios periodicos de la solucidn decolorante, hasta que se 
obsen/aron bandas azuies de proteinas en un fondo claro del gel. 

El porcentaje relative de la proteina resultante de la fusidn entre la HGH y la proteina de 
union a maltosa (HGH-MBPr) en los extractos celulares se determino por densitometria en gel, 
bas^ndose en la medicion de la intensidad del color de las bandas obtenidas. El equipo 

IS empleado fue un densitdmetro Zeineh Soft Laser (Scanning Densitometer, Modelo SLR-2D/ID, 
Biomed Instruments, Inc.) con Zeineh Programs Universal Software (Advanced American 
Biotechnology Biomed VGA Programs). 

La determinacidn de proteinas se realizo per el metodo de Bradford (Martinez, 1993), 
se empied un espectrofotdmetro para determinar la absorbancia a 595 nm que se presenta por 

20 la union del azul brillante de Coomassie a las proteinas evaluadas. Se realizaron curvas^de 
calibracidn con estandares de albumina de suero bovino (ASB. Sigma) en un intervale de 
concentracidn de 1 a 6Mg/mL. Tanto las muestras como ios estandares fueron preparados por 
triplicado. 

c) I nmunodeteccidn por "Western blot" 

25 Se realizd un analisis por SDS-PAGE bajo las mismas condiciones descritas en el 

apartado anterior. Posteriormente se llevd a cabo la electrotransferencia a una membrana de 
nitrocelulosa (0.45 micrones Bio-Rad) por 3h a 1 0OV, esta se incubd 1 h con agitacidn a 40rpm 
en solucidn de bloqueo (Tween 20 al 0.3% v/v, albumina de suero bovino al 0.3% p/v en PBS) 
para bloquear las areas libres de proteina en la membrana. 

30 Como primer anticuerpo se empied un antisuero anti-HGH desarrollado en conejo 

(Sigma) en una diluddn 1:1000 en 1% de solucidn de bloqueo en PBS. Este se incubd toda la 
noche a 4^C. Posteriormente se hicieron 3 lavados de 15 min con agitacidn moderada con 
Tween 20 al 0.3% en PBS. Como segundo anticuerpo se empied un anti-IgG de conejo 
desarrollado en cabra (Sigma) en una dilucidn 1:1000 en 1% de solucidn de bloqueo en PBS. 

35 Se incubd 1h a temperatura ambiente y se realizaron tres lavados de 15 min con agitacidn 
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moderada con Tween 20 al 0.3% n PBS. Para el revelado se emplearon 10mL de la mezcia 
de sustratos cromogenicos que contenia 66|jL de nitro-azul de tetrazolio (NBT) al 5% p/v y 
SSpL de 5-bromo-4-cloro-3-indolifosfato (BCIP) al 5% p/v en amortiguador fosfato alcalino 
(NaCI lOOmM. MgCI2 5mM, Tris-HCI 100 mM pH=g.5). Se anadio a la membrana y se agito 

5 moderadamente hasta la aparicidn de las bandas de Interes (10 min aproximadamente). 

Las cuatro donas recomblnantes que fueron analizadas para la caracterizacion del 
producto de la expresidn del gen heterdlogo integrado, produjeron y secretaron HGH 
recombinante. El andlisis electroforetico en gel de poliacrilamlda del medio de cultivo de una 
fermentacion con una de las donas de P. pastoris mostro que en el medio de cultivo de celulas 

10 inducidas aparece una banda de aproximadamente 22KDa que corresponde a la HGH 
recombinante, mientras que en el medio de cultivo de c6lulas no inducidas, no aparecio 
ninguna banda. Tambien se mostro la inmunodeteccion de HGH recombinante mediante la 
tecnica de Westem blot, empleando anticuerpos anti-HGH. 

d) Secuenclacidn de proteina 

15 Para llevar a cabo el analisis del extreme amino terminal, el medio de cultivo dializado 

de una fermentacion de la cepa de P. pastoris recombinante (dona 19) fue resuelto por SDS- 
PAGE y transferido a un filtro de nitrocelulosa. La banda correspondiente a una proteina de 
22KDa, la cual fue inmunoreactiva en ensayos previos a anticuerpos anti-HGH, fue cortada y 
sujeta a secuenciacion de los 15 residues de aminoacidos del extremo aminoterminal. La 

20 secuenciacion automatizada se realiz6 en un secueneiador automatico de proteinas 
empleando la tecnica de Edman, posteriormente se separaron los derivados de PTH para su 
identificacion. La secuencia de los 15 residues de aminoacidos del extremo amino-terminal de 
HGH recombinante secretada por la dona 19 fue identica a la secuencia de la HGH nativa. 
Implicando con esto, el reconocimiento correcto del sitio de procesamiento para la secuencia 

25 pre-pro del factor alfa de S. cerevisiae. 

e) Actividad adipogenica 

La actividad biologica de HGH recombinante fue evaluada determinando la capacidad 
de inducir la diferenciacion de celulas 3T3-F442A/C4 en adipocitos, basandose en las tecnicas 
reportadas previamente. La HGH recombinante secretada por la cepa recombinante de P. 
30 pastoris (dona 19) presento actividad adipogenica, aunque 10 veces menor a la observada en 
la preparacion patron utilizada (HGH recombinante de Genentech). Estos resultados pueden 
ser debido a que la preparacion probada fue un extracto crude obtenido del medio de cultivo. 
EJEMPLO 5. PRODUCCION DE HGH RECOMBINANTE 
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Fueron analizadas 24 colonias transformadas (18 cortes Sac I y 6 cortes Stu I) para 
seieccionar la transformante con mas altos niveles de produccion de HGH recombinante, 
empleando condidones de cultivo preliminares. 

Una colonia fue inoculada en 3mL de medio BMG en tubos de 25 mL Las celulas se 

5 crecieron a 30^C con agitacion a 250rpm hasta que el cultivo alcanzo una DOeoo entre 2 y 6. 
Posteriormente se obtuvo el paquete celular por centrifugacion a lOOOOrpm (centrifuge lEC 
Centra MP4R, rotor 854) por 5min, se desecho el sobrenadante y se resuspendio en medio 
BMM (medio inductor) en un volumen tal que resultara una DOeoo de 1 .0. Se transfirieron 3 mL 
del medio ajustado a tubos esteriles y se incubo a 30°C por 150h para inducir la expresidn del 

10 gen heterologo (hGH). Para mantener la induccron se agrego metanol al 100% cada 24h a una 
concentracidn final de 0.5%. Posteriormente se realizo una centrifugacion a 10,000 rpm 
(centrifuge lEC Centra MP4R, rotor 854), para separar la pasta celular del medio de cultivo y 
realizar analisis de protefnas en el medio de cultivo. Se realizo determinacion de proteinas 
totales de las 24 donas transformadas y porcentaje de HGH recombinante por densitometria 

15 de geies de 7 de las donas transformadas con los niveles mas altos de proteinas totales. Con 
los valores obtenidos de estos parametros se calculo la concentradon alcanzada expresada 
como mg de HGHr/L de medio de cultivo. 

La concentradon de proteinas totales del medio de cultivo de las 24 donas analizadas 
tiene una variacidn de entre 3 a 11mg/L. Los porcentajes de HGH recombinante obtenidos por 

20 densitometria de geles de poliacrilamida de las 7 donas con mayores niveles de protefnas 
varian del 35 al 80%. La produccion de HGH recombinante (mg/L) en estas 7 donas tuvo 
valores de 3 a 9mg de HGH recombinante/L de medio de cultivo. La dona que alcanzo los 
niveles mas altos de produccion de HGH recombinante (9 mg/L), fue la que se empleb para 
llevar a cabo la produccion a nivel matraz. 

25 EJEMPLO 6. ESCALAMIENTO DE LA PRODUCCION DE HGH RECOMBINANTE CON 

Pichia pastoris 

Esta etapa consistid en producir HGH recombinante con una dona seleccionada de P. 
pastoris recombinante. 

La cepa de P. pastoris que produjo mas altos niveles de HGHr (80% y 9 mg/L) en tubos 
30 de ensayo, fue empleada para la produccion de HGHr En esta etapa de la produccion 
extracelular de HGHr se reaiizaron un total de 7 pruebas modificando las variable de 
produccion: 

- concentracidn de metanol (inductor) en medio de cultivo (%) 

- densidad optica al inicio de la induccion (DO600) 
35 - tiempo de induccion (Tl). 
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El indicador de produccion fue la concentracion de HGH recombinante en el medio de 
cultivo, la cual se obtuvo a partir de los pardmetros evaluados (% de HGH recombinante y la 
concentracion de protelnas totales mg/L). De esta manera el resultado obtenido se expreso en 
mg de HGH recombinante/L de medio de cultivo. Los factores empleados para la produccibn, 
5 asf como los valores de porcentaje de HGHr, proteinas totales y los niveles de producci6n de 
HGHr. 

En la tabia que se muestra a continuacibn se observe que la variacion de los factores 
respecto a los ensayos realizados muestran que la concentracion de metanol se incremento 
durante la produccidn, mientras la DO600 y el Tl mostraron valores oscilantes. La DOqqq fluctuo 
10 entre 0.91 y 1 .43. la concentracion de metanol entre 0.25 y 1 .36% v/v, el Tl entre 140 y 186h. 



1 ENSAYO 1 %M 




Tl(h) 


PT (mg/L) 


% DE HGHr 


HGH (mg/L) | 


ETAPA 1 


A 


0.25 


1.43 


140 


4.9 


27.3 


1.3 


B 


0.251 


1.10 


175 


10.8 


64.1 


6.9 


C 


0.75 


1.08 


140 


16.5 


76.2 


12.6 


D 


0.75 


1.38 


175 


15.9 


82.2 


13.1 


ETAPA II 


CI 


0.75 


0.94 


140 


16.2 


78.9 


12.8 


E 


0.92 


0.91 


186 


14.0 


76.6 


10.8 


ETAPA III 


El 


0.92 


0.97 


186 


12.1 


68.9 


8.4 


F 


1.36 


1.07 


160 


18.6 


48.6 


9.1 


ETAPA IV 


C2 


0.75 


1.26 


140 


13.8 


55.7 


7.7 


G, 


1.06 


1.37 . 


166 


7.7 


31.1 


2.4 



M= metanol; D0= densidad 6ptica; Tl^^ tiempo de Induccion; PT= proteinas totales 



Aslmismo, el porcentaje relative de HGHr fluctuo entre 31 y 82% mostrando valores 
IS oscilantes. mientras que la concentracl6n de proteinas totales fluctud entre 4.9 y 18.6mg/L y 
mostro un incremento durante la produccion, aunque en el ultimo ensayo se observa una 
disminucidn. La produccion de HGHr fluctud entre 1.3 y 13, mostrando un incremento y luego 
disminucidn. El ensayo (D) resultd ser el mejor tal como se muestra en la tabla. Este presento 
una concentracion de proteinas totales de 15±0.6mg/L (X±E.S., n^'S) con un porcentaje de 
20 80.7%, lo que se traduce en una produccidn de HGHr de 12.3±0.7 (X±E.S., n=3) y fue 900% 
mas productive que el ensayo de menor produccidn (A). Por lo tanto las condiciones 
determinadas para alcanzar niveles dptimos de produccidn de HGHr fueron: DO600:1.38, 
concentracidn de metanol: 0.75% y Tl: 175h. 

Habiendo descrito la presente invencidn, esta se considera una novedad y por lo tanto 
25 se reclama como propiedad lo convenido en las siguientes reivindicaciones. 




wo 98/20035 PCrRMX97/00033 

-24- 

REIVINDICACIONES 

1. Un fragmento de ADN conteniendo una o mas copias de un cassette de 
expresi6n que incluye: 

(i) una regibn promotora de un gen inducible con metanoi de una levadura 

5 metilotrdfica; 

(ii) una secuenda de ADN que codifica para: 

(a) La secuencia pre-pro del factor alfa de S. cerevisiae incluyendo el sitio 
del procesamiento proteoli'tico en lys-arg; y 

(b) El polip^ptido de 191 amino^cidos correspondiente a la hormona de 
10 crecimiento humane (HGH) madura; y 

(c) Una porci6n de ADN sintetico adaptador que permite reconstituir las 
secuencias (a) y (b), asegurando su optima integracion y funcionalidad. 

(ill) una secuencia de terminacion de la transcripcion funcional en Pichia 
pastorisi donde: 

15 la secuencia de ADN que codifica para la secuencia pre-pro del factor alfa y la 

secuencia del ADNc de HGH se encuentran funcionalmente asociadas de tal manera que bajo 
un proceso de transcripcion y traduccion, HGH madura biologicamente activa es secretada 
hacia el medio de cultivo; 

el promoter y la secunecia de terminacion se encuentran funcionalmente asociados con 
20 la secuencia de ADN codificante para el polip6ptido antes mencionado; 

la region promotora dirige la transcripcion de la secuencia de ADN que codifica para el 
polipeptido por induccion con metanoi en Pichia pastoris', y 

la levadura metiiotrofica es una especie, la cual pertenece a los generos; Candida, 
Hansenula, Pichia y Torulopsis; que emplean al metanoi como unica fuente de carbono. 
25 2. El fragmento de ADN de la reivindicacion 1. que ademas comprende por lo 

menos un gen marcador de seleccion y un origen de repiicacion para bacterias. 

3. El fragmento de ADN de la reivindicacion 1 , de donde la secuencia nucleotfdica 
que codifica para el polipeptido HGH madura que tiene la secuencia: 

phe pro thr ile pro leu ser arg leu phe asp asn ala met 
30 -5 15 10 

leu arg ala his arg leu his gin leu ala phe asp thr tyr gin glu phe glu glu ala 

15 20 25 30 

tyr ile pro lys glu gin lys tyr ser phe leu gin asn pro gin thr ser leu cys phe 

35 40 45 50 

35 ser glu ser ile pro thr pro ser asn arg glu glu thr gin gin lys ser asn leu glu 

55 60 65 70 
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leu leu arg ile ser leu leu leu ile gin ser cys ata gly ala val gin phe leu arg 

75 80 85 90 

ser val phe ala asn ser leu val tyr gly ala ser asp ser asn val tyr asp leu leu 

95 100 105 110 

5 lys asp leu glu glu gly ile gin thr leu met gly arg leu glu asp gly ser pro arg 

115 120 125 130 

thr gly gin ile phe lys gin thr tyr ser lys phe asp thr asn ser his asn asp asp 

135 140 145 150 

ala leu leu lys asn tyr gly leu leu tyr cys phe arg lys asp met asp lys vl glu 
10 155 160 165 170 

thr phe leu arg ile val gin cys arg ser val glu gly ser cys gly phe 
175 180 185 190 

4. Un plasmido que comprende el fragmento del ADN de la reivindicacion 3. 

5. Las celulas de levadura de Pichia pastohs transformadas por recombinacion 
15 homologa con el fragmento de ADN de reivindicacibn 1 y 4. 

6. El fragmento de ADN de la reivindicacion 1, de donde la llamada levadura 
metilotrofica es una cepa de Pichia pastoris, 

7. El fragmento de ADN de la reivindicacion 6, de donde el llamado gen inducible 
con metanol de una levadura metilotrofica y la secuencia de terminaci6n de la transcripcion son 

20 derivadas del gen A0X1 de P. pastoris. 

8. El fragmento de ADN de la reivindicacion 7, el cual contiene extremes 5' y 3' con 

r V 

homologia suficiente con el gen objetivo de una levadura hospedera. para poder dirigir la 
integracion del mencionado fragmento de ADN en el gen objetivo, de donde la levadura 
hospedera es una especie de Pichia que usa al metanol como unica fuente de carbono. 
25 9. El fragmento de ADN de la reivindicacidn 8, conteniendo multiples copias del 

llamado cassette de expresion. 

10. Las celulas de Pichia pastoris transformadas con el fragmento de ADN de la 
reivindicacion 9. 

11. Un cultivo viable de celulas de P. pastoris conteniendo las celulas de la 
30 reivindicacion 10. 

12. Celulas de Pichia pastoris transformadas con el fragmento de ADN de la 
reivindicacion 8 del deposito de microorganismos No. ATCC 74398. 

13. Un cultivo de celulas viables de P. pastoris conteniendo las celulas de la 
reivindicacibn 12 y conrespondientes al deposito de microorganismos No. ATCC 74398. 

35 14. El fragmento de ADN de la reivindicacion 1, conteniendo multiples copias del 

llamado cassette de expresion. 
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15. El fragmento de ADN de la reivindicacidn 14, de donde las multiples copias de 
cassette de expresidn estdin orientadas en una orientaci6n cabeza-cola. 

16. Celulas de levadura de Pichia pastoris transformadas con el fragmento de ADN 
de la reivlndicacion 14. 

5 17. Un proceso para la producci6n de la hormona del crecimiento humano que 

comprende el cultivo de celulas de Pichia pastoris de la reivlndicacion 16 bajo condiciones en 
las cuales el polip^ptido de HGH es expresado y secretado hacia el medio de cultivo. 

18. El proceso de la reivindicaci6n 17» de donde las llamadas celulas son cultivadas 
en un medio conteniendo metanol como unica fuente de carbono. 

10 19. El proceso de la reivlndicacion 17, de donde las mencionadas c6lulas tiene el 

fenotipo Mut+. 

20. El proceso de la reivindicacidn 17, de donde las mencionadas celulas tienen el 
fenotipo Mut+-. 

21. Celulas de Pichia pastoris transformadas con el fragmento del ADN de la 
15 reivindicacion 1 del deposito de microorganismos No. ATCC 74398. 

22. Un cultivo viable de celulas de Pichia pastoris, conteniendo las celulas de la 
reivindicacidn 21 del depdsito de microorganismos No. ATCC 74398. 

23. Un proceso para la produccidn de polipeptidos de hormona del crecimiento 
humano, incluyendo los cultivos de las celulas de Pichia pastoris de la reivindicacidn 21 bajo 

20 condiciones en las cuales, el polipeptido de HGH es expresado secretado hacia ei medio de 
cultivo. 

24. El proceso de la reivindicacidn 23, de donde las mencionadas celulas son 
cultivadas en un medio conteniendo metanol como unica fuente de carbono. 

25. El proceso de la reivindicacidn 23, de donde las mencionadas cdlulas poseen un 
25 fenotipo Mut+. 

26. El proceso de la reivindicacidn 23, de donde las mencionadas celulas poseen un 
fenotipo Mut-. 

27. El fragmento de ADN de la reivindicacidn 1 , de donde la region promotora es 
seleccionada de un grupo de regiones promotoras inducibles con metanol de Pichia pastoris 

30 consistiendo del promoter del gen del alcohol oxidase I (AOX1), la regidn promotora del gen del 
alcohol oxidase II (AOX2), la regidn promotora del gen de la dihidroxiacetona sintetasa (DAS), 
el promoter del gen P40 y el promoter del gen de la catalasa que dirigen la transcripcidn de 
secuencia de nucledtidos que codifican para el polipeptido, los cuales son inducibles con 
metanol en Pichia pastoris. 
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1 pen> con posterioridad a la fecfaa de pnondad reivmdicada ^ 


Fecha en la que se ha concluido efectivamente la busqueda 
1 intemacional 

1 17 Marzo 1998 (17.03.98) 


Fecha de expedicion del infomie de busqueda intemacional 

13 Abril 1998 (13.04.98) 


Nombre y direccion postal de la Administracibn encargada de la 
1 busqueda intemacional 

ISA/US 

1 Facsimil N' 


Funcionaho autohzado 
Telcfono N» 
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INFORME DE BuiQUEDA INTERNACIONAL 


Solicitud intemadonal N* 
PCT/MX97/00033 


1 C (Canlinuacidn). IX)CUMENTOS CONSIDERADOS PERTINENTES 



Categoria* 



Identificaci6n del documento, con indicaci6n, cuando sea adecuado, 

de los pasajes pertinentes 



US 5,102,789 A (SIEGEL ET AL.) 7 Abril 1992 (07.04.92) 

todo el documento, especialmente columnas 3, 
4. y 10. 

EP 03444S9 A2 (PHILLIPS PETROLEUM COMPANY) 
6 Diciembre 1989 (06. 12.89) » todo el documen- 
to, especialmente 1 ineas 1-35 de la pSgina 8 



de las reivindicaciones 
pertinentes 



1-27 



1-27 
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INFORME DE b!95qUEDA INTERNAClbNAL 



Colicitud intemacional 

PCT/MX 97/00033 



Recuadro I Observaciones cuando no ban podido efectuarse bmquedas sobre dertas reiyindicadones (continaadon del 
panto 1 de la primera hoja) 



Este infoime d& biisqueda intemacional no se ha establecido respecto de ciertas reivindicaciones, en viitud del Axticulo 17.2)a), 
por las razones siguientes: 

1. j I Reivindicaciones Nos.: 

^ — ' debido a que se refieren a objetos para los que no se ha solicitado a esta Administraci6n su bt!isqueda, concretamente: 



2. nn Reivindicaciones Nos.: 3, 4, 5 (en parte) 

I — ' debido a que se refieren a partes de la solidtud intemacional que no cumplen con las exigencias prescritas, de forma que 
no puede realizarse una bitequeda intemadonal significativa, especificamente: 



3. fvl Reivindicaciones Nos.: 5 

*— ' debido a oue sonieivindicadones dependientes y no esUnredactadas de confonnidad con la segunday tercera frases de 
la Regla 6.4.a). 



Recuadro II Observadones cuando falta la unidad de la invendon (Continuadon del punto 2 de la primera hoja) 



La Administracidn encargada de la bi^queda intemadonal ha encontrado invenciones multiples en esta solicitud intemacional, 
como se indica a continuaci6n: 



1 . I I Debido a que todas las tasas adicionales de bt!tsqueda exigidas fueron pagadas en su momento por el solicitante, este 
— infoime de bt!isqueda intemacional abaica todas las rdvindicaciones para las que puede efectuarse la bt^queda. 

2. I I Debido a que puede efectuarse la bt^queda respecto de todas las rdvindicaciones susceptibles de btlisqueda sin esfueizo 

que justifique una tase adicional, esta Adniimstrad6n no invita a pagar ninguna tasa adicional. 

3. I I Debidoaques61odgunasdelastasasadidonalesdeb(!tequedaiequeridasiuerm 

* — ^ este informe de busqueda intemacional abarca (inicamente las reivindicaciones para las que fueron pagadas las tasas, 
especlficamente las reivindicaciones Nos.: 



4. j I El solicitante no pag6 en su momento las tasas adicionales de busqueda requeridas. En consecuencia, este infomie de 
* — ' bi^queda intemacional se restxinge a la invenci6n mencionada en primer lugar en las reivindicaciones; abarca las 



bi^9[ueda u 
rdvmdicaciones Nos.: 



Observadon sobre protesta Las tasas de biisqueda adicional fueron acompajQadas por protesta del solicitante. 

I I Ninguna protesta acompafi6 al pago de las tasas de bijsqueda adicional. 



Formulario PCT/ISA/210 (continuacibn de la primera hoja (1)) (julio de 1992) 



INFORME DE B 




A INTERNACIONAL 




A. CLASIFICflCION DEL OBJETO: 
CIP(6): 



C07K 14/16; C12II 1/19. ISM, 15^0. 15/18. lS/63. 15/S4, 15/65. 15/fi7. 15/St; C12P IJOX. 21A)2 



A. CLASIFICflCION DEL OBJETO: 

US a: 



536/23.1, 23 J, 24.1. 24^ 530O99; 435A59A 253.11. 254 J3. 320.1 

B. CflNPOS DOMJE SE Hft EFECTUADO LA BUSQUEDA: 

Bases de datos electr6nicas consultadas (ixmbre de la base de datos y terminos utilizados: 

APS. STN (MEDUNB. EMBASE. CAPLUS. INPADOC) 

terminos buscados: maihyloliop?. yMHr. o«mit. pulHiiT. alplMdwjfrclor. 9ml praloolytier. hmm giowlh 

boimoae. oliTafip, guMrato m. ImI j. mMim fc. aalvado J 



RECUADRO L OBSERVACIO^ES CUAMX) SE ESTIMA QUE ALQUNAS RElVIhDICACIONES NO PUEDEN SER OBJETO DE 
BUSQUEDft 

2. No pudo efectuarse una bCisqueda provechosa concreftamente: 

Las reivindicaciones 3 a 5 no han podido ser objetx) de bOsqueda ya que requiemen refemencias a 
las sequencias especificadas. Dado que el solicitarrte no ha sometido una lista de las sequenclas 
sobme papel y legible por m^ina cano lo mequiere la Re^la 5.2 del PCT, esta Adninistracidn no 
puede efectuar una bCisqueda provechosa de la sequencia per se. Sin enbargo, las reivindicaciones 
han sido objeto de una bCisqueda en todo cuanto ha sido posible con referenda al resto de la 
descripcifin. 
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